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RESUMEN 
La enfermedad de Lyme alee ta a una gran variedad de vertebrados incluyendo cánidos 
y humanos. El agente etiológieo es la espiroqueta Borrelia burgdorferi (Johnson, 1984) y se 
transmite por picadura de garrapatas. El objetivo del presente trabajo fue determinar la 
presencia de D. burgdorferi en la población de cánidos pertenecientes al área metropolitana 
de Monterrey, por medio de la reacción en cadena de la polimerasa (RCP) e i den li tic ai" los 
vectores potenciales Se estudiaron cuatro localidades (Fomerrey 33, La Estanzuela, 
Provileón y el Centro Antirrábico de Guadalupe . LI total de 235 muestras de sangre se 
ordenaron en 2 \ grupos para extraer el AON \ efot mar la reacción de amplificación de una 
legión altamente tonservada tk 1 gen Osp A de la a p a p itógenu B"H por RCP, empleando 
ci nio íniciadoies a los ol goin t í a i dos 5'CGAAC» \ T A C T A A A T C T G T y 
5 G A T C A \ A T A T T T C A G ( " I 1. Se i>bui\iCH>n dos grupos positivos provenientes del 
Centro Antirrábico Guadalupe (S/l. 12.s <) v I a l ;sian/uela (4/1, 25 ' / ) . De los 215 perros 
examinados se obtuvo un total de 1572 gauapatas. machos > 93() hembras) que fueron 
id'niillcadas como Rhipiccpltalus sanguincus (.1565). Amblyoma cajeintense ( \ ) y 
Dermacentor variabilis ( (i ). SL condu je que la enlermedad de Lyme está presente en el 
área metropolitana de Monterrey, dvhidt a que st detectaron cánidos portadores de B. 
burgdorferi y además se encuentran los vectores potenciales. 
INTRODUCCION 
La enfermedad de Lyme 6 borreliosis de Lyme, causada por la espiroqueta Dorrelia 
burgdorferi (Johnson, 1984,) fue reportada por primera ve/ en humanos en 1975 en el 
Sureste de Connecticut, E.U.A. El número de casos humanos reportados anualmente en los 
Centros para el Control de Enfermedades (CDC) se ha incrementado notablemente; más de 
40,000 entre 1982 y 199 L y el 81$- de lodos los casos de enfermedades transmitidas por 
artrópodos entre 1986 a 1990 correspondió a esta enlermedad. En 1993 los CDC reportaron 
que esta incidencia se elevó a más del MK,. con un total de 9,677 casos (Greene et al. 
1988). 
La espiroqueta D. burgdorferi inlecla a una gian variedad de vertebrados (pájaros, 
perros, venados, latones, humanos, etc.). l a enlermedad se transmite principalmente a 
través de la picadura de garrapatas. 1 I principal u e i o r en los Pslados Unidos es la 
"garrapata del venado" Ixodes dam mi ni, Spiel man, Cli fiord. lJie sin an & Corwin, 1979, la 
cual tiene una amplia distribución geogralie;, dada su alta dispersión por aves migratorias. 
La dinámica poblacional de este vector es mu> importante, ya que el riesgo de los humanos 
para adquirir la enfermedad esta en Iunción de la abundancia de la garrapata. El grado de 
infestación por I. dammini, a su ve/ se relaciona directamente con la densidad del venado 
"cola blanca", Odocoileus virg'mianus (Zimmerman). 
Poco después del descubrimiento de la bacteria B. burgdorferi, se desarrollaron 
pinchas serológicas para detectar la enfermedad como es la inmunofluoresccncia indirecta 
(IFl) de anticuerpos y ELISA. Dos desventajas de estos métodos son su limitada sensibilidad 
y especificidad ya que presentan reacciones citi/adas con otros patógenos. Debido a la 
relativa precisión del diagnóstico temprano de la cnícrmcdad es de gran relevancia para el 
control y/o erradicación de la misma; poi lo tanto estos métodos deben complementarse o 
sustituirse por otros más confiables. En años recientes se ha diseñado y perfeccionado un 
método conocido como la Reacción en Cadena de la Polimerasa (RCP), que permite la 
detección de una secuencia conocida de nucleótidos presente en el genoma o en mezclas de 
genomas, aún y cuando el número de copias de la secuencia sea muy pequeño (Saiki et al. 
1988). Por su poder resolutivo, versatilidad > espctilicidad. este método tiene múltiples usos 
en la investigación. Es por lo anterior que se ¡levó a cabo este estudio; para con el nuevo 
método (RCP) hacer un diagnóstico rápido \ altamente confiable de la enlermedad en las 
poblaciones de perros urbanos, los cuales podrían ser en un momento dado, un factor de alto 
i'h sgo para el hombre. 
La enlermedad de L\mc e ta tacien/a pot presentar tres estados patológicos. La 
fase inicial consiste en una lesión cutan \i llamada eiitema crónico migratorio (E.C.M.), la 
segunda fase se expresa en anonnalida les neurologicas y distuibios en la conducción 
cardíaca y en la tercera ocurre una artiiiis franca en las últimas etapas de la enfermedad. La 
manifestación de estas pueden \anar d- días a años después de la infección inicial. Los 
desordenes en los miembros y art iuilauoics se encuclillan asociados ton la presencia de 
anticuerpos IgG como indicadores de inlecciones por B. burgdorferi. La enlermedad se 
manifiesta cuando los anticuerpos IgG son iclamamente altos y las cantidades de 
anticuerpos IgM son bajas. 
IMPORTANCIA 
La enlermedad de Lyme es una de la.s de mayor prevaleneia en los E.U.A., debido a 
la gran cantidad de hospédelos y vectores involucrados. Esta ubicada entre las primeras 
cinco enfermedades transmitidas por artrópodos y ya se han reportado los primeros casos en 
el Norte de México. 
Sin embargo, en nuestro país se te ha dado escasa importancia a pesar de la 
prescencia de los principales vectoro y hus¡ ederos. En Nuevo León se han reportado ocho 
casos humanos que resultaron positivos a la piueb i du ELISA con mulos de 1:100 a 1:800 
(Salinas-Melénde/. et al. 1992). Recientemente se diagnosticó la presencia de la bacteria B. 
burgdorfcri en biopsias de dos pacientes d*l Hospital Uni\erMlario(UANL), con los 
síntomas típicos de la e ílermedad de L.)ine. 'I aml icn se id •ntillco de una muestra de líquido 
sinovial t,LS) de un perro con auiiii1» poi medio de la técnica de RCP (Salinas-Meléndez et 
al. 1995). De aquí se deriva la necesidad de un programa de vigilancia epidemiológica en los 
pe rros urbanos, ya que su poblaeion es bus lanío alta en toda el área metropolitana. 
ORIGINALIDAD 
En Nuevo León sólo se han realizado dos estudios referentes a la serología de la 
enfermedad . El primero en (1992), se reportaron ocho pacientes con antecedentes de 
picadura por insectos hematófagos y que desarrolla! on anticuerpos contra B. burgdorferi, 
mientras que en el segundo, se diagnosticó B. burgdorferi en dos biopsias de humanos y en 
un perro con artritis por medio de la prueba de la RCF. El presente estudio es el primero que 
se lleva a cabo de una manera sis le m ática, sohie el diagnóstico de B. burgdorferi, tanto en 
las principales garrapatas vectoras de la e n l e rmedad, como en la población de cánidos en el 
área metropolitana de Monterrey, México. 
OBJETIVOS 
Objetivo General. 
Detectar la presencia de la bacteria B. burgdorferi, causante de la enfermedad de 
Lyme en las principales especies de garrapatas vectoras y en los cánidos presentes en el área 
Metropolitana de Monterrey. N.L. 
Objetivos Particulares. 
1.- Determinar las principales especies de garrapatas que parasitan a los cánidos del 
área metropolitana de Monterrey. 
2 - Detectar la presencia de la bacteria II. burgdorferi en garrapatas por medio de la 
técnica de la reacción en cadena de la polimerasa. 
3.- Determinar la presencia de B. burgdorjcri en la sangre de los cánidos 
pertenecientes al área metropolitana de Montei rey. por medio de la RCP. 
ANTECEDENTES 
I.- USO DE TECNICAS TRADICIONALES. 
En México no se le ha dado la impv rtancia debida a la enfermedad de Lyme, por lo 
cual son escasos los trabajos que se han efectuado. Entre ellos destaca el de Salinas-
Meléndez et al.{ 1992) quienes reportan un estudio en Nuevo León. En ocho pacientes con 
antecedentes de picadura por insectos hematófagos y que presentaron lesiones eritematosas 
anulares en la piel, ariralgias en manos, lodillas \ cuello, se determinó la presencia de 
anticuerpos para B. burgdorferi por medio de la técnica de ELISA. Los casos examinados 
resultaron positivos con título» de 1:100 a 1:800 de IgG. 
Posteriormente Salinas«Meléndez et al. (1995) usaron la técnica RCP para 
amplificai secuencias de ADN de B. buri>dorfai,. para su detección en muestras de 
humanos y cánidos Con un p ir de * 1 yon d e n k ! s i nph Icaion un fragmento de 244 pares 
di bases que es parle de la region \au hie V \ di I gen U>S iRNA de B. burgdorferi. 
Delectaron la espiroqueta en dos biopsias de piel en pacientes con acrodermatitis, y en el LS 
de un perro con artritis. 
No obstante, ha sido en Fsiados l 'nidos de América y Euiopa donde se han realizado 
una gran cantidad de trabajos referentes a esta enfermedad. Los estudios realizados han 
incluido a los diversos vectores, así como lamí icn Lis técnicas de diagnóstico mas utilizadas 
como la de in mu no flu orescent* i a indirecta (IF!) y la RCP. 
Originalmente fue Burgdorfer tt al. (1982) quienes aislaron la espiroqueta B. 
burgdorferi de garrapatas adultas de I. dammini. la garrapata incriminada como vector de 
la enfermedad de Lyme. Los síntomas aparentes fueron las grandes lesiones cutáneas en 
conejos de 10 a 12 semanas después de qtie las garrapatas infectadas se alimentaron sobre 
ellos. Las muestras de suero provenientes de pacientes con enfermedad de Lyme fueron 
observadas por 1FI por presentar anticuerpos de este agente. 
Después 13enach et al. (1983) delectaron y aislaron espiroquetas en la sangre de dos 
de 36 pacientes en Long lsland > Wjsichci Count>, N.Y. , quienes presentaron síntomas 
sugestivos de la enfermedad de Lyme. Las espiroquetas fueron morfológicamente similares y 
serológicumenlc idénticas a lo.s organismos encontrados recientemente infectados con /. 
dammini. Fueron colectados en una área endemiea y lueion epidemiológicamente 
implicados como vectores de la enfeimcdad de L)ine. Ambos pacientes desarrollaron 
anticuerpos especilicos en especímenes paic id» s de sucio. 
Mas tarde, fue Piesman-S¡nsk\ (I9SSI quien estudió la Habilidad de los estadios 
inmaduros de tres especies de ganapatas ckl Sureste de Estados Unidos para adquirir, 
mantener y liansmitir B. burqdorfcri baje) condiciones de laboratorio. Confirmó que las 
garrapatas Dermaccntor variabili\ (Sa>) > Amblyomma americanum (Linnaucs) 
adquirieron la infección como larvas eon lasas de infección de 9<7r (16/178) y 19< (6/425) 
repectivamente. Esto indicó que la infección fue ineficiente y de corla vida. En contraste, 
Ixodes scapuiaris (Say) iniectada como larva, sí logró mantener la infección 
transestadialmcnte, Así mismo en fase de ninfas fueron infectadas y lograron transmitir la 
infección a cuatro hamsters. 
En otro estudio en Alabama, Luckhart et al. (1991) examinaron un total de 451 
hospederos para determinar la presencia de garrapas, entre los cuales se muestrearon: "ratón 
algodón" {Peromyscus gossypinus). Rhodes, '"rata algodón" (Sigmodom hispidus), Baird, 
"ratón de casa" (Mus musculus), Waterhouse, y "venado cola blanca" (O. vtrginianus). 
De un total de 859 garrapatas de las especies A. americanum, Dermacentor 
albipictus, Packard, D. variabilis, Sa>, /. scapularis y Rhipicephalw; saitguineus LaueiUe, 
que fueron removidas de hospederos por medio de dragado, A. americanum e I. scapularis 
conformaron el ^3.4^ del total de garrapatas colectadas. Casi la mitad del total de 
garrapatas fueron examinados para determinar la presencia de B. burgdorferi por IFI. Los 
resultados revelaron que cuatro ninfas \ dos adultos de A. americanum en "venado cola 
blanca" (Odocoileus virginianus) y tres lai-vo-s de / scapularis en "ratón algodón" S. 
hispidus (Baird), presentaron la espiroqueta B. burgdorferi. 
Posteriormente en Texas, Teltow <i ai. (1991) repollaron el aislamiento de B. 
burgdorferi en ocho de 1,093 especímenes du artrópodos, entre ellos varias garrapatas y 
una especie de mosca, incluyendo A. americanum, A. maculatum, l. scapularis y 
Ctenocephalides felis, Mónde/. Los ocho aislamientos reaccionarón específicamente cuando 
se trataron con anticuerpos monoclonales para B. burgdorferi. 
En Maryland, Amerasinghe et al. (1992) reportaron que en una colecta de 
garrapatas de un total de 3,437 especímenes de I. dammini. colectados en 538 (42%)de 
1,281 venados J u n t o con 2,013 A albipictus y 23 A.a amerícanum de 34(0.5%) venados 
O. Virginia ñus, el rango de prevalencia de /. dammini varió de 0 a 79% en venados y la 
abundancia media fue de 0 a 7.3 garrapatas por venado en las diferentes áreas de estudio. 
El promedio de infección de garrapatas (prueba de inmunofluorescencia indirecta) 
mostró un rango de 0 a 21% con una media de ocho La densidad de garrapatas por 
venado y el promedio de infección de la espiroqueta vano con respecto a la región 
fisiográfica. El nivel de infección mas bajo fue en la región Appalachian, intermedia en 
la Piedmont y alta en el Oeste y Este de la región Costa Plana 
Mukolwe et al. (1992) alimentaron a replesion /. scapularis, A. amerícanum y 
D. variabUis sobre conejos blancos de Nue\a Zelanda infectados e\pen mental mente con 
B. burgdorferi. Solamente en / scapularis las tasas de infección fueron 18 y 21%. 
Cuando las ninfas de cada especie mudaron y se alimentaron sobre conejos suceptibles, 
las espiroquetas nuevamente se aislaron en necropsias, pero solo de los conejos 
expuestos a /. scapularis 
Finalmente, también fue en l'exas donde Rawlings-Teltow (1994) reporto que las 
espiroquetas se detectaron en 1 03° o de 5,141 A. amerícanum (adultos) 
Anderson et al. (1983) observaron la espiroqueta en el intestino medio del 35% 
de 147 garrapatas ¡. dammini colectadas en tres localidades de Lyme y Fste de Haddam, 
Connectieul. (Las garrapatas positivas íueron removidas de umapaches" (Procyon lotor, 
Wagler), "ratón patas blancas" {Peromyscus leucopus, Rafinesque) y "ardillas rojas" 
(Tamiasciurus hudsonicus, Gordon). También fueron aisladas espiroquetas a través del 
medio de cultivo modificado de Keily (BSK) en nueve ninfas de l. dammini y adultas 
alimentadas parcialmente, así como de la sangre de un mapache y un ratón patas blancas. 
Burgdorfer et ni. (1985) publicaron un estudio donde de 1.687 adultos de /. 
pacificus colectadas en la vegetación 25 (1.4V/Í) presentaron la espiroqueta B. 
burgdorferi. por medio de la técnica de 11-1. De 71^ g irrapatas de Oregon, 14(1.96%) 
resultaron infectadas, así como 11 (1. n c í ) de 972 garrapatas de California. De un total de 
25 garrapatas /. pacific us infectadas. 17 presentaron la espiroqueta solamente en intestino 
medio, las ocho restantes mostraron inleccion gencrali/ada en todos los tejidos, lo que 
puede relie jar condiciones fisiológicas alversas para el desairollo de la espiroqueta en el 
he mócele. 
Magnarelli et al. (1985) efectuaron un estudio en regiones intestadas de garrapatas 
en el Sur de Connectieul por medio de la técnica de IFI) en sueros de perros. Encontraron 
títulos de anticuerpos de 1:64 a 1:512 en 22 de 84 muestras de sueros. Un registro clínico de 
52 perros seropositivos indicaron antecedentes de cojera intermitente en 19 de estos. 
También presentaron inflamación de las articulaciones en miembros que se desarrollaron 
típicamente en perros sin anticuerpos IgM. Observaron una estrecha cercanía geográfica 
para todos los perros confirmados con anticuerpos para B. burgdorferi en áreas del 
Surcentro y Sureste de Connecticut, donde la enfermedad de Lyme es muy común. 
Marcus et a!. (1985) llevaron a cabo una investigación en Nueva Inglaterra para 
detectar anticuerpos para B. burgdorferi en caballos. Doce de 50 caballos seleccionados al 
azar en áreas endémicas, mostraron títulos de anticuerpos por I R de 1:8 a 1:2,048 para B. 
burgdorferi. Uno de 50 eabalh s de áreas no endémicas mustió títulos de 1:8. También 
encontraron caballos seropositivos que no aglutinaron anticuerpos contra la reacción 
cru/ada potencial con Leptospira spp. lo cuál indic » que los caballos en áreas endémicas 
están expuestos a la espiroqueta B. burgdorferi. 
Burgess (1^)86) íx'ali/ó un estudio referente a la infección natural de perros en 
Wisconsin. El 5.V/< de 380 perros lucrén pi sitivos a anticuerpos por inmunofiuorescencia 
indirecta para B. burgdorferi a una dilución de 1:64 o más. La bacteria fué aislada de la 
sangre de los perros. 
Rablings (t al. (19S7) icali/.ion una investigación en Texas cultivando la 
espiroqueta B. burgdorferi en medio de cultivo de Kelly (BSK) en muesü'as de sangre, 
LCR, LS, piel, hueso y tejido de au( ipsia humana. Reportaron el 2% de 100 muestras de 
sangre como positivas y también 31 muestras de piel 8(149M. La espiroqueta fue observada 
en uno de siete (I4 r¿) cultivos de ICR. En dos autopsias la espiroqueta fue aislada del 
hígado > ha/o. También de I S (todili \ hueso Se utili/ó la prueba de 1F1 para diagnosticar 
la presencia de la espiroqueta confirmándose que siete de los aislamientos resultaron ser B. 
burgdorferi y el resto fueron otros géneros de Borrelia. 
Greene et al. (1988) en un estudio en el Norte de Caiolina para detectar anticuerpos 
de B. burgdorferi en perros, utilizaron IFI para detectar anticuerpos en sueros de 600 
perros en 1983 y 402 perros en 1985. Fn ambos años ios rangos de pie valencia, fueron de 
3.6$ y 2 .7$ respectivamente. 
Magnareili et ai (1988) al estudiar equinos del Noreste de Estados Unidos, 705 
muestras de sangre fueron examinadas poi IFI. I >s anticuerpos I"M e inmunoglobulinas 
totales fueron detectados en 37 (5. Vi ) v, 90 0 2 8' ) muestras de suero respectivamente. La 
media geométrica más alta ( 140.4) de los litui» s para anticuerpos IgM se encontró durante 
el mes de Julio. 
En otro estudio, Magnartlli et al. (1988) ir bajando con material de Connecticut, 
Maryland, Norte de Carolina, Georgia \ Florida, paia dugnosliiar anticuerpos en venados 
[O. virgiitiaiius) y niapaches (P. lotor). La veropi silividad para venados fue alta en 
Connecticut (56$ de 351 s teros) y Mar>laid (51$ de 35 sueros). Los mapaches en 
Connecticut, Maryland, Norte de Car lina > F orida, también presentaron anticuerpos, pero 
la prevalencia de sueros positivos lue alta en Maryland (79$ de 14 muestras). Basados en 
pruebas de absorción, las inmunoglobulinas detectadas en estos mamíferos fueron 
probablemente específicos para D. burgdorferi. La prucha de ELISA fue más sensible que la 
IFI y fue más apropiada para analizar un número mayor de muestras de suero. 
Cohen et ai. (1990) en un estudio realizado también en cánidos en Texas, de 2,409 
muestras de suero analizadas por 1FI, 132 (5.5CA) re MI liaron positivas. Los perros macho, 
fuerón más seropositivos que las hembras para B. burgdorferi y los signos clínicos más 
frecuentes en los perros seropositivos lueron cojera, alteraciones neurológicas, oftálmicas, 
dermatológicas, renales y hepática. 
Magnarelli et al. (1990) desarrollaron pruebas de ELISA para delectar anticuerpos, 
en conejos "cola de algodón". Cinco extractos antigénicos de B. burgdorferi fueron 
analizados para determinar la \aiiahilida I en K ^ ivsuliad >s de las pruebas serológicas. En el 
analisis de 79 muestras, la seroposiiiv idad oscilo en u i paia cultivos de tejido de riñon, 
y un 689$ presentaron seroposiih idad para un resuliado de lalsos-posiiivos cuando el 
an ti suero de conejo de referencia para B. hermisii y Treponema pallidum fueron 
protegidos eonira B. burgdorferi. Los conejos resp mdieroii inmunológicamcntc a B. 
burgdorferi. pero se ohservarun variaciones en las pruebas serológicas. 
También Monsen et al. (1990) colectaron muestras de suero de perro y fueron 
probadas por IFI. Dos muestras lueron positivasdc 100. En colectas de ninfas y adultos de /. 
pacificus y Dermacentor occulentalis, M ir\ > piobadas por IFI usando anticuerpos 
monoclonales 115332, la razón de infección total fue de 1.5$ de 1.122 garrapatas D. 
occidentalis colectadas no hubo positivas. En 1989 se presentó un total de 32 casos 
humanos reportados por el Departamento de Salud Publica. 
Artsob et al. (1991) analizaron cultivos de intestino en siete garrapatas semi-
alimentadas y colectadas entre 1991 y 1992, cinco /. dammini y dos /. scapularis 
removidas de un peno. Encontraron B. burgdorferi en una garrapata /. dammini que fue 
removida de un galo. Utilizaion la técnica de IH sobie los sueros de 75 perros, siete gatos y 
ocho venados "cola blanca" colectados en Punce Edward Island entre 1989 y 1992, los 
cuales revelaron títulos de anticuerpo de l:25(i. El icactor fue un perro con antecedente de 
haber viajado a los EUA Esle estudio documentó el primei reporte de aislamiento de B. 
burgdorferi en el Adámico en Cañada, pii/a poi la iniiodueei~>n de Ixodes dammini en 
aves migratorias. 
Levlne et a!. (1991) por IFI, obsu'v u m que ia bacteria estuvo presente en nueve 
(22$) Ixodes cookei Bishop, removidas de latas "rice" (Oiyzomy* palustris), un ratón 
"palas blancas" (P. leucopus) v mapa».lies P. lotor). l a espiroqueta B. burgdorferi fue 
detectada solamente en Ixodes dentatuscolectadas en un Thrasher café {Toxostoma 
ruf um). Todas las garrapatas m Ice lad as > los hospederos seropi si ti vos fueron colectados al 
Este de la costas de Virginia. 
En Alemania. Kahl </ al. (IW2) loleclaion ninfas sin alimentar /. ricinus, 
ilaemaphysalis concia na Koch y adulu s D. reticulatus Koch. En julio la abundancia de 
ninfas de I. ricinus tue alrededor de dos a tres veces mas alto que las ninfas de H. 
concinna. En Septiembre la actividad de alimentación de ninfas /. ricinus fue nuevamente 
alta, así como en los adultos D. reticulatus y baja en ninfas de H. concinna por IFI. La 
prevalencia en I. ricinus varió de 12.1% a 2L09Í. No se encontró B. burgdorferi en H. 
concinna. De los 116 D. reticulatus examinados el 11.3% resultaron positivas. 
Magnarelli et al. (1992) usando IH delectaron títulos de 1:64 a 1.512 en 22 de 84 
muestras de suero de cánidos. Se hicieron pruebas en las muestras de suero pareadas de 20 
perros scropositivos que revelaron diferencias temporales en títulos. Ocuirieron cambios 
breves durante un mes ó se extendieron por más de cuatro años en períodos de muestra. 
Sharon et al. (1992) en u lei.las k /. datnmini y también por IFI, encontraron que 
la tasa de infección varió cstacionalmcnte. 1 i pnnuveia de 1990 fue de 38.1% de 105 
especímenes, 60.3% de 151 especímenes en ou ño de 1990 y 41.2% de 131 en primavera de 
1991. 
II.- USO DL LA TÉCNICA DL LA KCl. 
Rosa et al. (1989) usaron una pincha altamente específica y sensitiva para B. 
burgdorferi, por medio de la reacción en cadena de la polimerasa (RCP). La secuencia 
conservada de ADN blanco fue de origen cromosómico por pruebas de hibridación. Entre 
todas las cepas de B. burgdorferi probadas, no se presentó la estrecha relación con 
miembros del género B. hermisii. La pincha de RCP iesarrollada de esta secuencia 
reaccionó con 17 de 18 cepas de B. burgdorferi pero con ninguna otra especie de Borrelia 
probadas. La reacción fue sensitiva para menos de cinco copias del genoma de B. 
burgdorferi, igual en la presencia de 106 del exceso doble de ADN eueariótico. 
Malloy et al. (1990) trabajaron con la técnica de IFD en muestras clínicas de sueros 
caninos. Los resultados revelaron que 76 de 308 sueros presentaron títulos de anticuerpos, 
con rango de 1:64 a 1:384. De las muestras positivas seleccionaron 15 muestras clínicas y 
dos de orina, para determinar la sensibilidad de la RCP. Solamente una muestra de sangre 
mostró reactividad para la RCP. 
Nielsen et al. (1990) usaron la amplificación de ADN por RCP para detector ADN 
de la espiroqueta. Los iniciadores de la amplificación específica originaron 145 pares de 
bases del fragmento de ADN del gen Qsp A de B. burgdorferi. La amplificación del 
producto fue detectado por electrotoresis de un gel de agarosa y teñido con bromuro de 
elidió y también por hibridación en una prueba de oligonucleótidos radioetiquetados. El 
método de hibridación fue más sensitivo lográndose detectar títulos de 50 fg de ADN de B. 
burgdorferi lo cuál corresponde a poco más de 50 espiroquetas. La especificidad de la RCP 
para B. burgdorferi fue probada mediante el uso de ADN de otros organismos en plantillas 
de amplificación. No se encontraron reacciones cruzadas. 
Persing et al. (1990) trabajaron RCP para amplificar secuencias de ADN de B. 
burgdorferi? y fue aplicada para la detección de la espiroqueta en las garrapatas vectoras. El 
blanco para la amplificación de RCP, fue el gen Osp A de la cepa B31. Los análisis de 
aislamientos de diferentes áreas geográficas, indicaron que este gen podría usarse para 
identificar más aislamientos en Norteamérica. Estos métodos fueron extendidos para el 
análisis de colonias de /. dammini y en colectas de campo. Las secuencias Osp A específico, 
e identificados en 15 de 15 colonias de ninfas de garrapatas, las cuales se habían alimentado 
previamente en un animal infectado; los productos amplificados fueron detectados en 8 
garrapatas control. En tejidos de intestino de garrapatas adultas y ninfas colectadas en 
campo, se examinaron por I R y RCP. La IFI identificó 16 garrapatas infectadas de 30 
especímenes pareados; 15 de estos especímenes fueron positivos para RCP. Un especímen 
fue positivo para RCP, el cual había sido negativo por IFI. Las garrapatas vivas y las 
diseetadas fueron apropiadas para este análisis. 
Debue et al. (1991) utilizaron oligonucleótidos como iniciadores en un ensayo de la 
RCP para la amplificación de ADN en B. burgdorferi de tres muestras de LS y 30 de líquido 
cefalorraquídeo (LCR). Estas muestras fueron previamente positivas por medio de métodos 
innumológicos, con anticuerpos ígG e IgM anti B. burgdorferi, excepto en una muestra de 
LS y tres de LCR. Se detectó ADN de B. burgdorferi en 10 muestras de LCR y dos en LS, 
confirmando los resultados inmunológicos. 
Kruger et al. (1991) se apoyaron en la RCP para amplificar secuencias especificas 
de ADN en diferentes aislamientos clínicos de B. burgdorferi y LCR en dos pacientes con la 
enlermedad. El producto de amplificación fue visto por medio de un gel de poliacrilamida 
para electroforcsis y teñido con bromuro de elidió para ser visualizado. La amplificación de 
ADN confirmó un fragmento de 290 pares de bases en las muestras de cultivo de las 
diferentes cepas de B. burgdrorferi y en muestras de LCR de ambos pacientes. 
Melchers et al. (1991) aplicaron la RCP para el diagnóstico en biopsias de piel en 
pacientes con eritema crónico migratorio (ECM) y acrodermatitis crónica atrófica (ACA). 
Inieialmente la espiroqueta no se detectó microscópicamente en 15 biopsias obtenidas de 
nueve pacientes; sin embargo B. burgdorferi se aisló en siete de ocho de estas muestras a 
través del medio de cultivo BSK. Por medio de la RCP, se detectaron secuencias específicas 
de B. burgdorferi en 12 de las biopsias. En tres de cuatro pacientes se presentó ECM y 
cuatro de cinco pacientes presentaron ACA. La espiroqueta se aisló de una biopsia en un 
paciente con ECM que fue negativo a RCP lo que se indicó como falso negativo, quizá por 
el bajo número de espiroquetas presentes en la lesión. Los positivos de la RCP con ACA 
confirmaron el concepto de que B. burgdorferi persiste en la piel por largo tiempo. 
Rosa et al. (1991) por medio de secuencias de cromosomas homólogos, aislaron B. 
burgdorferi, así como la espiroqueta de la fiebre recurrente, B. hermsii. La comparación de 
secuencias de inter-intraespccies, permitieron el diseño de iniciadores específicos de B. 
burgdorferi para la RCP de todas las cepas examinadas. Los iniciadores de B. burgdorferi 
se subdividicron en dos grupos: todos los aislamientos norteamericanos y los pocos 
europeos formaron un primer grupo, y un segundo lo formaron los aislamientos europeos y 
los asiáticos. 
Wise et al. (1991) reportaron que una región de 419 pares de bases del gen de la 
ílagelina en la secuencia de B. burgdorferi lue utilizado como un blanco para la RCP. Con 
una prueba de un gen específico y no radioeliqucuido, la sensitividad fue baja observándose 
en uno de 10 espiroquetas. El fragmento del gen blanco fue conservado en las cepas 
americanas y europeas de B. burgdorferi probadas y enue varias otras borrelias 
patogénicas. 
Lebech et al. (1992) usaron la RCP para identificar B. burgdorferi en orina y LCR 
en pacientes con nueroborrcliosis de Lyme. Las muestras de orina y LCR se procesaron 
antes, durante y ocho meses después de una terapia. Se detectó ADN de B. burgdorferi en 
muestras de orina en nueve pacientes, incluyendo dos pacientes con neuroborrcliosis crónica 
por medio de la RCP antes del tratamiento; mientas que las muestras de orina de 4 
pacientes restantes obtenidos de tres a seis días después del inicio de la terapia resultaron 
positivos por la RCP. Todas las muestras de orina obtenidas cuatro semanas después de la 
terapia fueron negativos. La RCP fue menos sensitiva para LCR, con cuatro pacientes 
positivos solamente incluyendo uno con neuroborrcliosis crónica. 
Lebech et al. (1992) desarrollaron la técnica de la RCP para utilizarla en la 
identificación de fragmentos de Ilagelina de 248 pares de bases de B. burgdorferi en orina y 
Huido cerebroespinal en pacientes. Las especificidades de los productos de la RCP se 
conlirmaron por hibridación de ADN-ADN con una prueba interna. La prueba tuvo una 
detección límite de 10 B. burgdorferi cultivadas in \itm. La prueba de RCP fue específica 
para el DNA de todos los 21 aislamientos de B. burgdorferi en humanos examinados, pero 
no se logró amplificar B. hermsii o Treponema pallidum. El ADN de B. burgdorferi fue 
detectado en muestras de orina de nueve pacientes con neuroborreliosis crónica, las cuáles 
fueron positivos para RCP anterior al tratamiento. La RCP para fluido cerebroespinal fue 
menos sensitiva, y las muestras de solo cuaü-o pacientes incluyendo uno con neuroborreliosis 
crónica fueron positivos. 
Rabb et. al. (1992) identificaron B. burgdorferi en una caso reportado en 1988 de 
un hombre de 35 años con antecedentes clínicos de la enfermedad de nódulos critematosos 
de varios meses de duración. Se analizó una muestra de sangre para diagnosticar por RCP y 
determinar la secuencia de ADN de la bacteria. El resultado reveló que la bacteria estuvo 
presente en la muestra probada. Se analizaron biopsias para corroborrar la presencia de esta 
bacteria por medio de la RCP con resultados también positivos. 
Andrew et al. (1993) inocularon B. burgdorferi en ratones para ver cultivos, sangre 
e histología de órganos blanco y comparados con la RCP. De un total de 247 muescas de 
cora/ón, cerebro, vejiga y sangre, las pruebas coincidieron en un 72% entre la RCP y el 
cultivo. De 69 especímenes 51 fueron positivos para RCP y 18 en cultivo. La RCP fue 93% 
mas sensible en los órganos examinados. Los órganos comunmente positivos en cultivo y 
RCP fueron corazón y vejiga. El cerebro se encontró infectado en 26% de los animales, lo 
que determinó que después de la inoculación intradermal los órganos más sensibles fueron el 
cora/ón y vejiga. 
Feir et al (1994) estudiaron la presencia de B. burgdorferi en garrapatas colectadas 
en el Sureste de Missouri y a los alrededores de la ciudad de St Louis. La espiroqueta fue 
detectada e identificada por IFI en 1.9% de 443 A. americanum y 2.0% de 1,752 D. 
variabilis. Los organismos positivos por IFI fueron verificados por la RCP, por lo que se 
utilizaron iniciadores específicos de B. burgdorferi. La secuencia de ADN amplificó 371 
pares de bases como productos de RCP en dos garrapatas positivas de Missouri, lo que 
mostró un 97-98% de identidad. 
Pichón et al. (1995) en una investigación en primavera de 1994 en Rambouillet 
Forest, Paris, colectaron un total de 249 ninfas de I. ricinus sin alimentar para amplificar 
ADN de la bacteria por la RCP. Los resultados revelaron que 30 de 249 especímenes fueron 
positivos a B. burgdorferi. 
Una forma de complementar el diagnóstico de la enfermedad de Lyme, es el 
aislamiento del agente causal de la enfermedad, la espiroqueta B. burgdorferi, tal como lo 
hicieron en los trabajos siguientes: 
Berger et al (1985) estudiaron a B. burgdorferi previamente aislada con dificultad 
en lesiones de eritema crónico migratorio en la piel de humanos. La espiroqueta se 
diagnosticó en seis de 14 biopsias de piel y cultivada en un medio de cultivo BSK . En dos 
muestras donde se realizó el cultivo de la espiroqueta B. burgdorferi; esta fue observada y 
se corroboró en cortes histopatológicos. Estos hallazgos in vitro puede ser una ayuda para 
determinar antibióticos específicos para el tratamiento de la enfermedad. 
Boy ce et ai. (1992) reportaron el aislamiento de B. burgdorferi a través del medio 
de cultivo modificado BSK en sangre de una rata Neotoma fuscipes* en California. Este es 
el primer reporte del aislamiento de B. burgdorferi en el Sur de California, donde se 
demostró que la espiroqueta es en zoo tic a en las montañas cerca de la mayoría de las 
poblaciones humanas en el centro del Estado. 
MATERIAL Y METODOS 
AREA DE ESTUDIO 
El presente estudio se realizó en cuatro colonias pertenecientes al área metropolitana 
de Monterrey, Nuevo León, México: La Estanzuela en Monterrey, Centro antirrábico de 
Guadalupe, Fomerrey 33 en San Nicolás de los Garza y Provileon en Escobedo 
respectivamente. (Fig 1) 
COORDENADAS 
Las cuatro localidades corresponden a cuatro municipios del área metropolitana y su 
ubicación se describe con las coordenadas del siguiente cuadro: 
CIUDAD LONG. NORTE LAT. OESTE ALTITUD 
Monterrey 25° 40 ' 100° 19' 540 msnm 
Escobedo 25° 49 • 100°19' 500 msnm 
Guadalupe 25° 41 * 100° 14' 500 msnm 
San Nicolás de los Garza 25° 44 ' 100° 18' 500 msnm 
El área metropolitana de Monterrey, México, presenta un clima semiseco, cálido y 
muy cálido con una temperatura media de 22.1°C. Durante la época de lluvia se presenta 
una precipitación de 623.5 mm anuales (INEGI, 1984). 
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COLECTA DE GARRAPATAS 
Las colectas se llevaron a cabo de Marzo de 1994 hasta Agosto de 1995. Los 
muéstreos en las colonias se hicieron completamente al azar, sobre una superficie de 
aproximadamente el 33% del tamaño total de la colonia, realizando un muestreo aleatorio 
entre las viviendas con o sin perros en su domicilio. El número de casas muestreadas por 
colonia varió entre 40 ylOO, dependiendo del tamaño de la colonia y de las casas. 
Se colectaron garrapatas en los cánidos presentes en cada una de las casas de las 
localidades estudiadas. Fueron removidas en forma manual ó con pinzas (estadios ninfales) 
inspeccionando durante 5 minutos las partes más irrigadas del cuerpo del perro (orejas, 
cuello,ctc.) según la técnica descrita por Amcrasinghc (1992). Las garrapatas se depositaron 
en tubos de ensaye de 13 X 100 con tapón y previamente etiquetados, con el fin de 
transportarlas al laboratorio de Biología Molecular del Laboratorio de Parasitología para su 
posterior identificación taxonómica, mediante las claves de Furman y Loomis (1984). 
DETECCION DE Borrelia burgdorferi EN GARRAPATAS 
La detección de B. burgdorferi en garrapatas, se realizó de acuerdo a la forma 
descrita por Persing et <7/.(1990), mediante la homogenización del contenido estomacal de 
garrapatas en buffet* TE, con un pistilo Dcltawere No. 95100. El extracto se centrifugó 10 
min. a 14,000 rpm y después se enjuagó con buffer de fosfatos (PBS), desechándolo por 
centrifugación para posteriormente resuspenderlo en agua bi destilad a estéril y calentarlo a 
94°C por 10 min., para Usar las células y utilizar las muestras directamente para las 
reacciones de RCP. 
TOMA DE MUESTRA DE SANGRE EN LOS PERROS 
Las muestras de sangre fueron tomadas con jeringas estériles de 3ml y con aguja de 
18 X 14 1/4. Se extrajo de la extremidad anterior mediante canalización de la vena cubito 
radial, e inmediatamente después fue transferida a un tubo de ensaye heparinizado estéril y 
almacenada en hielo para su transporte al laboratorio. 
EXTRACCION DE DNA DE LAS MUESTRAS DE SANGRE CON 
ANTICOAGULANTE. 
El aislamiento de ADN gcnómico de alto peso molecular de la sangre, se realizó 
mediante la lisis de membranas celulares, desnaturalización y degradación de las proteínas 
asociadas al ADN, la extracción con fenol y solución Sevag (cloroformo:alcohol isoamílico, 
24:1) y la precipitación del ADN con etanol. (Martínez-Soriano et al. 1993) 
Para conducir este experimento, se extrajeron 3ml de sangre por punción venosa y 
los linfocitos obtenidos fueron sometidos a un proceso con las siguientes etapas: 
1.- Las muestras se homogenizaron para evitar la hemolisis. Se colocaron 400jal de sangre 
en un tubo cppendorf de 1.5 mi y centrifugaron 5 min. a 5,000 rpm (microcentrifuga 
Bekman-5415) a4 ü C. 
2.- Separación de las muestias centrifugadas y observación de la formación de tres capas, de 
las cuáles se extrajo la capa hlanca o de leucocitos en un tubo eppendorf. 
3.- Después se agregó Iml de solución de lisis de eritrocitos(NH4CI al 155 mM; NaHCOjal 
10 mM; Na2EDTA pH 7.4 al 0.1 mM), y se agitó con el vortex para luego cenüifugar 3min. 
a 6,000 rpm, repitiendo el procedimiento hasta la completa aclaración del paquete celular. 
4.- Una vez desechado el sobrenadante, al paquete de glóbulos blancos se le añadieron 
4U0nl de Buffet- TE (lOmM de Tris-HCl pH 8.0 y 1 mM de Na2EDTA), y después 400j.il de 
.solución de lisis absoluta (2% Tritón X-100, 1% SDS, lOOmM NaCI, lOOmM de Tris-HCl 
pH 8.0) más I0(.d de la enzima Protcinasa K (10 microgramos/ml). Las muestras se agitaron 
suavemente e incubaron por 30 min a 50"C en baño de agua. 
5.- Posteriormente se agregaron 400j.il de fenol saturado y CvStabi l izado (Tris-HCl 0.1 M pH 
8.0 y 0.2% de 2-mercaptoetanol, 0.1% de hidroxiquinolcína) ISambrook et al., 1988], y se 
agitaron los tubos en vortex VWR Scientilic por 10 seg y centrifugaron a 10,000 rpm por 
10 min. 
6.- Luego de descartar el precipitado, al sobrenadante se le agregaron 400j.il de cloroformo-
alcohol isoamílico (24:1). Se agitó la mezcla en vortex brevemente y centrifugó a 10,000 
rpm por 5 min. 
7.-Postcriormcnte se obtuvo la fase superior acuosa y se colocó en un tubo nuevo, al cual se 
1c agregaron 200j.il de acetato de amonio al 7.5 M. Se dejó reposar la mezcla en hielo por 10 
min para luego centrifugar a 10,000 rpm por 5 min. 
8.-Finalmente se separó el sobrenadante en tubos nuevos, para luego mezclar con 1 mi de 
etanol al 95°/<. Posteriormente refrigerar a -20 'C por un mínimo de dos horas. 
PURIFICACION DEL ADN 
1.- Después de haber conservado las muestras por lo menos 2 horas a -20°C, se 
centrifugaron los tubos a 10,000 rpm por 5 min. Después de desechar el sobrenadante, 
fueron colocados en posición invertida sobre papel absorvente por 2 min, o hasta evaporar 
los residuos de alcohol. 
2.- Se agregó lml de etanol frío al 70%, y los tubos fueron mezclados suavemente con la 
mano, para luego centifugar a 10,000 rpm por 5min. Se desechó el sobrenadante y los tubos 
se pusieron a secar en posición invertida sobre papel absorbente. 
3.- Por último, se secaron los tubos y se agregó a cada uno 20j.il de Buffer TE. Los ácidos 
nucleicos extraídos se conservaron en refrigeración a 4°C hasta el momento de ser utilizados 
en la reacción de RCP. 
CEPA DE REFERENCIA 
Las cepas de referencia utilizadas como testigo positivo fueron la Borrelia 
burgdorferi 2591 y la B. burgdorferi B31. las cuáles fueron donadas por el Dr. John F. 
Anderson, de The Connecticut Agricultural Experimental Station. 123 Huntington Street, 
New Haven, Connecticut, U.S.A. y por el Dr. Robert, S. Lane University of California. 
Entomology and Parasitology. College of Natural Resources, Berkeley, California 94720. 
Estas cepas se obtuvieron a partir de aislamientos de garrapatas. 
TRATAMIENTO DE LAS CEPAS DE REFERENCIA 
Un mi del medio de cultivo BSK de B. burgdorferí fue colocado en un tubo 
eppendorf de 1.5 mi de capacidad centrifugado por 10 min a 14,000 rpm para eliminar el 
medio de cultivo y precipitar bacterias. Después estas se lavaron en buffer de fosfatos (PBS 
pH 7.5), y se centrifugaron por 5 min a 14,000 rpm. Luego fueron resuspendidas en 100j.il 
de agua bidcstilada y Usadas por calor a 100°C/10 min, para posteriormente alicuotar 20 jj.1 
de la muestra y usarse directamente en las reacciones de amplificación de ADN (Debue et 
al., 1991). 
REACCION DE RCP 
Para este método se utilizaron tubos eppendorf de 500f.il de capacidad. Esta se llevó 
a cabo en un volumen total de 50j.il, que contenía 125 ng aproximadamente del templado de 
DNA (3j.il), 25 pmol (2j.il) de cada iniciador (oligonuclcótidos sintéticos diseñados para 
Borrelia burgdorferi), 3.0 mM MgClí (3j.il) , 200 mM (lj.il ) de cada uno de los cuatro 
dcoxinucleótidos trifosfatados (dNTP's) y 2.5 unidades (2¡al) de la enzima polimerasa Taq 
(Perkin Elmer. U.S.A.). Para prevenir la evaporación de las muestras, les fueron agregados 
50j.il de aceite mineral estéril. 
Las reacciones se llevaron a cabo en un termocie 1 ador Perkin Elmer 480, por un 
lapso aproximado de tres horas a temperaturas apropiadas para la amplificación del ADN. 
Las muestras fueron inicialmente desnaturalizadas por 2 min a 94°C. Subsecuentemente los 
ciclos térmicos fueron a 94°C por 1 min (desnaturalización), 55°C por 1 min (alineamiento), 
y 72°C por l min (extensión), mediante el siguiente programa: 
ETAPA TEMP. TIEMPO CICLOS 
DESNATURALIZACIÓN 94°C 2 min 1 
ALINEAMIENTO 94°C lmin 30 
ALINEAMIENTO 45°C lmin 30 
ALINEAMIENTO 72°C lmin 30 
EXTENSION 72°C 2min 1 
Una vez terminada la reacción de polimerización, la amplificación se confirmó al 
fraccionar las muestras en un gel de agarosa al 1.5$ (Sambrook et ai, 1988), preparado 
con 1.5% (p/v) de agarosa (S1GMA USA) disueíto en TBE 10X ( 0.89 mM ácido bórico, 
25mM Na..EDTA pH 8.3) y teñido con bromuro de elidió (0.8 j.tg/ml). 
El fraccionamiento en geles de agarosa se realizó bajo una corriente de 60V y 100V. 
Para esto se tomaron 8j.il de cada porción y fueron mezcladas con 3j.il de solución Halt 
(25% de glieerol, 0.25% de xilencianol, 0.25% de azul de bromofenol, 50mM Tris-HCl pH 
8.0, 50 mM Na.EDTA, 1% SDS, en agua bidestilada estéril). Con la ayuda de una 
mieropipeta Eppendorf, cada mezcla fue depositada en orden en los pozos del gel. En los 
extremos de! mismo, fueron colocados 200ng del marcador de pares de bases pBR Alu 322) 
como un marco de referencia para el tamaño de banda esperada. 
El gel permaneció siempre sumergido en una solución amortiguadora TBE 0.5X 
10.89 mM Tris-HCl, 0.89 mM ácido bórico, 25mM Na.EDTA pH 8.3). Al término del 
fraccionamiento el gel fue visualizado en un transluminador de luz ultravioleta (Fotodyne, 
modelo UV-440/RM-4), para delectar los fragmentos amplificados y compararlos con el 
testigo positivo y el marcador de pares de bases preestablecido (Sambrook et al. 1988). 
Posteriormente los geles fueron fotografiados con una cámara Fotodyne-Polaroid, 
FCR-10, filtro Tiffen 40.5 MM Red 23A, provista de película Polaroid 667 instantánea. 
SINTESIS DE INICIADORES 
La amplificación de las muestras se realizó utilizando los iniciadores sintéticos 
diseñados por Rosa et a!. (1989), los cuales pertenecen a la región del gen OspA de la cepa 
de referencia li. burgdorferi y denominados como 1 y 2. Estos se obtuvieron de un 
fragmento de 1725 pares de bases de la cepa B31, situados entre las bases nucleotídicas 147 
a la 520. El primer iniciador se encuentra en la secuencia nuclcotídica 147 a 164, 5'CGA 
AGA TAC TAA ATC TGT 3'y el segundo iniciador presenta una secuencia oligonucletídica 
en la posición de 500 a 520 pb, 5'GAT CAA ATA TTT CAG CTT 3'.(Fig. 4) 
ANALISIS ESTADISTICO 
Los dalos obtenidos en el presenie estudio fueron ingresados a una base de datos 
utili/ando el programa de cálculo Microsoft Excel. Se reali/.ó un análisis de varianza de tipo 
factorial para la comparación del número de garrapatas entre localidades. En los casos 
donde se observaron diferencias significativas en cuanto al número de garrapatas presentes 
entre localidades, se compararon las medias por una prueba de rango múltiple de Tukey 
(Zar, 1984). 
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RESULTADOS 
TRATAMIENTO DE LA CEPA DE REFERENCIA 
Para constatar la amplificación de las muestras, se obtuvo un control positivo (Fig. 
2) a partir de una cepa de referencia 2591 aislada de garrapatas. En la Fig. 3 se observa un 
fraccionamiento en gel de agarosa 1.5% que nos muestra la amplificación de la cepa de 
referencia en el canil T, con aproximadamente 373 pares de bases y que proviene del gen 
de la proteína A en la superficie externa (OspA) de B. burgdorferi (Rosa y Schwan, 1993) 
y en el carril M se aprecia el marcador de pares de bases pBR Alu 322 (SIGMA), que nos 
fragmenta de 1653 a 162 pares de bases y el cuál es el indicado para apreciar el tamaño de 
banda que amplifica para B. burgdorferi. 
RCP DE SANGRE 
Durante los muestreos realizados de Marzo de 1994 a Agosto de 1995, se 
obtuvieron un total de 235 muestras de sangre de perro, de las cuatro localidades 
pertenecientes al área metropolitana de Monterrey, N.L., las cua l« se distribuyeron de la 
siguiente manera: Fomerrey 33, 35 muestras, (14.9%), la Estanzuela, 44 (18.7%),- C.A. de 
Guadalupe, 81 (34.5%) y Provileon 75,(31.9%) (Tabla 3). Estas muestras se ordenaron en 
24 grupos, los cuáles fueron analizados por RCP, encontrándose dos grupos que 
amplificaron para el gen OspA, uno de cuatro (25 %) pertenecía a la colonia la Estanzuela 
y de uno de ocho (12.5%) para el C.A. de Guadalupe (Tabla 6). En la Fig. 3 se pueden 
observar en el carril 1 y 2 respectivamente con un tamaño de banda de 373 pares de bases 
aproximadamente. 
Fig. 2 - Amplificación del ADN de Borrelia burgdorferi obtenido a partir de la cepa 
de referencia CONN-2591. Carril M: Marcador de pares de bases pBR 322 - alu. 
Carril 1: Control positivo. Carril N: Control negativo. 
M P / 2 3 4 5 N 
373-
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Fig. 3.- Fraccionamiento en gel de agarosa 1.5% que nos muestra el resultado de la 
amplificación de las muestras positivas. Carril M: Maracador de pares de bases pBR 
322+ alu. Carri l P: Testigo positivo. Carril 1 y 2: Muestras positivas. Carril N: 
Control negativo. 
RCP DE GARRAPATAS 
Para el diagnóstico de la presencia de B. burgdorferi en las garrapatas obtenidas en 
los muestreos, estas fueron procesadas según la técnica impl ementada por Persing et al. 
(1990). Una vez procesadas las muestras se ordenaron en grupos de aproximadamente 10 
- inuestras/tubo de reacción. Un total de 75 grupos fueron probados por medio de la técnica 
. de RCP para la amplificación del gen que codifica para la proteína A de la superficie 
externa (Osp A), obteniendo resultados negativos en el 100% de las muestras probadas. 
PREVALENCIA Y ABUNDANCIA DE GARRAPATAS 
Un total de 235 perros fueron muestreados para determinar la prevalencia de R. 
sanguíneas por localidad los cuáles se distribuyeron de la siguiente manera: Fomerrey 33 
21/35 (60%), Estanzuela 29/44 (65.9%), CA. Guadalupe 65/81 (80.2%) y Provileon 51/75 
(68%) (Tabla 5). 
En los grupos etarios del total de perros examinados, de acuerdo a la presencia o 
ausencia de garrapatas en las cuatro localidades, se observó que en la edad de 1 a 2 años 
fue donde se encontró el mayor número de perros con garrapatas (n=83), seguido por la 
edad de 2.1 a 4 años con un total de 33 perros con garrapatas (Tabla 4). 
Se colectaron un total de 1,572 garrapatas (Acari:Lxodidae)las cuales se obtuvieron 
en los muestreos realizados de Marzo de 1994 basta Agosto de 1995 y de las cuales 633 
(40.3%) fueron machos y 939 (59.7%) hembras. De los perros muestreados en las cuatro 
localidades, la abundancia media de garrapatas por perro, fue de cinco en Fomerrey 33, 
cuatro en la Estanzuela, siete del C.A. de Guadalupe y nueve de Provileon (Tabla 7). Se 
presentó una intensidad de infestación media de aproximadamente siete garrapatas por 
perro. El total de garrapatas se distribuyó de la siguiente manera, por localidad y especie: 
164 (10.43%) garrapatas (47 machos y 117 hembras íL sanguineus) fueron colectadas en 
35 perros muestreados de la colonia Fomerrey 33, 173 (11%) garrapatas, (84 machos y 87 
hembras, R. sanguineus y dos hembras de D. variabilis) de 44 perros muestreados en La 
Estanzuela, 581 (37%) garrapatas (237 machos y 342 hembras, R, sanguineus, una hembra 
D. variabilis y una hembra A. cajennense) de 81 perros muestreados en El Centro 
Antirrábico de Guadalupe, y 654 (41.6%) garrapatas(262 machos y 391 hembras, R* 
sanguineus y 1 macho D. variabilis) de 75 perros muestreados en la colonia Provileon en 
Escobedo, N.L. (Tabla 8). 
ANALISIS ESTADISTICO 
Se realizó un análisis de varianza de tipo factorial para la comparación del número 
de garrapatas entre localidades, donde se puede observar que hay diferencias significativas 
en cuanto al número de garrapatas entre localidades. O b e señalar que la diferencia entre 
las localidades La Estanzuela y Fomerrey 33 la fue significativa. 
Para la comparación de sexo se realizó un analisis de varianza de tipo factorial, y se 
encontraron diferencias significativas en cuanto al sexo, excepto en la localidad de la 
Estanzuela. 
IDENTIFICACION TAXONOMICA 
Del total de garrapatas colectadas se identificaron 1,567 como Rhipicephalus 
sanguineus, cuatro Dermacentor variabilis y una Amblyomma cajennense, las cuales se 
encuentran distribuidas geográficamente en una forma amplia, y se pueden encontrar en 
nuestro país. La ubicación taxonómica de cada una de estas es la siguiente: 
1).- PHYLUM: Arthropoda(V. Siebold & Stannius, 1845) 
CLASE: Arachnida (Lamark, 1815) 
SUBCLASE: Acari (Acari, 1817) 
ORDEN: Parasi ti forme (Reuter, 1909) 
SUBORDEN: Ixodida (Van der Hammen, 1968) 
FAMILIA: Ixodidae (Canesuini 1890) 
GENERO: Rhipicephalus (Koch 1844, Nuttall 
y Warburton 191l,Cooley 1946, Hoogstraal 
1956) 
(Beaver 1986) 
Rhipicephalus sanguineus 
(Letrcille 1806, Koch 1844, Cooley 1946,) 
CARACTERISTICAS: 
Son artrópodos de cuerpo oval, generalmente de color café, y partes bucales con 
palpos tan cortos como anchos, hipostoma igual a los palpos. El capítulo de forma 
hexagonal y con proyecciones triangulares lateralmente.El escudo no presenta 
ornamentación y sí ojos laterales. Parte posterior del abdomen con un número de 11 festones 
y ventralmenie se observa la coxa I bifurcada y coxa II a IV con pequeños aguijones 
externos redondos. El plato espiraeular es corto y en forma de coma. Los machos presentan 
un escudo mucho más amplio que las hembras y sin ornamentaciones. En la coxa IV se 
observa un pequeño aguijón interno. Platos o escudos accesorios anal y adanal, con el plato 
espiraeular alongado en forma de comu. Su principal hospedero es el perro (Canis 
familiaris) de ahí el nombre de "garrapata café del perro"; esta presenta una amplia 
distribución geográfica que abarca desde Cañada, E.U.A., México,Argentina, Venezuela, 
Colombia, Brasil, Australia, Isla Galapagos, etc.(Goddard, 1989). 
2).- PHYLUM: Arthropoda(V. Siebold & Stannius, 1845) 
CLASE: Arachnida (Lamark, 1815) 
SUBCLASE: Acari (Leach, 1817) 
ORDEN: Parasitiformes (Reuter, 1909) 
SUBORDEN: lxodida (Van der Hammen, 1968) 
FAMILIA: Ixodidae (Canestrini 1890) 
GENERO: Dermacentor (Koch, 1844; Nuttal 
& Warburton 1911 y Cooley 1938) 
(Beavcr 1986) 
Dermacentor variabilis 
(Cooley, 1938; Grcgson, 1956 y Stile, 1908) 
CARACTERISTICAS: 
Son artrópodos de cuerpo oval y elongado con una coloración cafó y pequeñas 
ornamentación es. Las partes bucales presentan palpos cortos, anchos y moderados,con una 
hase del capítulo rectangular y ligeramente más ancho que largo. Espinas en la coxa I 
paralelas o con solamente una pequeña divergencia, coxa II y III con aguijones externos mas 
pequeños y aguijones internos redondos, coxa IV con un pequeño aguijón extemo, Platos 
e.^piraeulares con globetes pequeños y muy numerosos. Los machos presentan una 
coloración blanca y café donde predomina la ornamentación, el escudo es más amplio que en 
las hembras y con un patrón de coloración gris a piala y un color rojo-café de fondo.En los 
machos no hay ningún vestigio del aguijón interno sobre la coxa IV. Uno de sus principales 
hospederos es el perro C. familiaris, y de allí se deriva el nombre de "garrapata del perro 
americano" y su distribución alcanza del sur de Cañada, E.U.A. (excepto en la región de las 
Montañas Rocallosas) y algunos estados de México, como Tamaulipas, Hidalgo, Chiapas, 
Yucatán, etc. Sus principales hospederos en las etapas inmaduras son pequeños mamíferos 
(roedores), y los adultos prefieren el perro doméstico y ocasionalmente puede alimentarse de 
humanos. 
3).- PHYLUM: Ar thropoda (V. Siebold & Stannius, 1845) 
CLASE: Arachnida (Lamark 1815) 
SUBCLASE: Acari (Leach 1817) 
ORDEN: Parasit íforme (Reuter 1909) 
SUBORDEN: Ixodida (Van der Hammen 1968) 
FAMILIA: Ixodidae (Canestrini 1890) 
GENERO Amblyomma (Koch 1844, Robin 
Robinson 1929, Cooley and Kohls, 1944) 
(Beaver 1986) 
Amblyomma cajennense 
(Fabricius, 1787) 
CARACTERISTICAS: 
Artrópodos de forma redonda a oval, predomina la ornamentación blanca y un fondo 
amarillo-café. Las panes bucales constan de palpos delgados y elongados; el segmento 2 
mucho más grande que el segmento 3 y la base del capítulo es rectangular. Presentan un 
escudo ornamentado con coloración blanca de forma radiada, y con un número de 11 
festones presentes en forma de tubérculos quitinosos en la parte posterior. La coxa I con un 
aguijón externo y ampliamente más largo que el aguijón interno. Espiráculo subtriangular en 
forma de coma. En el macho la ornamentación es mucho más amplia que en las hembras. A. 
cajennense tiene una distribución desde el extremo sur de Texas, México y América 
Central. Esta garrapata es considerada de las más agresivas y que puede atacar comunmente 
al hombre y animales domésticos y silvestres. 
DISCUSION 
Aunque la enfermedad de Lyme es considerada como la infección más común de las 
transmitidas por artrópodos en los Estados Unidos y Europa, el diagnóstico se basa 
generalmente en manifestaciones clínicas, siendo los resultados serológicos de laboratorio de 
escaso valor epidemiológico debido a una baja producción de anticuerpos en las primeras 3 a 
6 semanas de la enfermedad, lo cuál resta valor al diagnóstico ya que se pueden presentar 
falsos posilivos(Salinas-Meléndez et ai, 1995). Además el desarrollo de B. burgdorferi es 
lento y esto dificulta el aislamiento en tejidos infectados (Salinas-Meléndez et al., 1995). 
Por esta razón un sinúmero de investigadores trata de implementar nuevas técnicas 
diagnósticas basadas en la tecnología del ADN. (Salinas-Meléndez et al., 1995) 
La serología puede ser negativa o equívoca en las primeras etapas de la enfermedad 
ya que la respuesta inmune es escasa. Las reacciones cruzadas de anticuerpos puede causar 
falsos positivos en pacientes con otras infecciones causadas por espiroquetas (Salinas-
Meléndez et ai, 1995). 
La amplificación de ADN es altamente sensible y específica, por lo que se le ha 
considerado una excelente herramienta para la identificación del agente causal de la 
enfermedad de Lyme en muestras clínicas, así cómo en vectores y reservorios. Este sistema 
se aplica en la detección de patógenos en sangre, fluidos del cuerpo, muestras de tejido, así 
como en algunos artrópodos considerados como vectores potenciales de la enfermedad 
(Salinas-Meléndez et al., 1995). 
La amplificación in i 'i tro de ácidos nucleicos por la reacción en cadena de la 
polimcrasa fue adaptada en este trabajo por rápida, sensitiva y específica en la detección de 
B. burgdorferi. La secuencia de los blancos para la amplificación por la RCP, se realizó en 
el gen que codifica la proteína A de la superficie externa (Osp A). El diagnóstico de B. 
burgdorferi, fue realizado a partir de 235 muestras de sangre de perros, (ordenadas en 24 
grupos) colectadas durante un muestreo aleatorio en cuatro localidades del área 
metropolitana de Monterrey, N.L. Los resultados obtenidos nos muestran la presencia de B. 
burgdorferi en dos grupos, uno de ellos proveniente del Centro Antirrábico de Guadalupe, 
N.L., y el otro en la localidad de la Eslanzuela, lo cuál nos confirma la sensibilidad y 
especificidad de la RCP, en la detección de la espiroqueta B. burgdorferi Los resultados 
obtenidos coinciden con los de Salin as-Mélendez et al quienes en 1992 reportan la 
presencia de B. burgdorferi por medio de la técnica de ELISA en 8 pacientes del estado de 
N.L. con antecedentes de picadura por insectos hematófagos. Después, en 1995 Salinas-
Meléndez et al detectaron la espiroqueta en dos biopsias de piel en pacientes con 
acrodermatitis y en el LS de un perro por medio de la técnica de RCP. Estos resultados 
muestran la importancia que representa la enfermedad de Lyme en la República Mexicana, 
así como la importancia que tienen los cánidos considerados hospederos de la B. 
burgdorferi. Tal como lo reportó Magnarelli et al., en 1985 al encontrar 52 perros 
seropositives en el Sureste y Surcentro de Connecticut. Un año después Burgess encontró 
un 53$ de 380 perros, positivos a anticuerpos por IFI en Wisconsin. También Greene et al. 
en 1988 detectaron un 3.6% de 600 perros como positivos a anticueipos contra B. 
burgdorferi. Por otra parle Cohen et al, utiliza la técnica de IFI para diagnosticar la 
presencia de anticuerpos para B. burgdorferi en perros de Texas y encuentra un 5.5% 
posilivos. En 1990, Arlsob et al. realizaron una investigación en suero de 75 perros de 
Canadá y reportaron títulos de 1:256. La técnica de la RCP también es utilizada en el 
diagnóstico de B. burgdorferi en perros, tal es el caso de Malloy et al, (1990) quienes 
demostraron la presencia de la espiroqueta en perros por la RCP: 
El diagnóstico del agente causal de la borreliosis de Lyme en sangre, corrobora lo 
realizado por Rabb et. aI en 1992 al identificar la bacteria B. burgdorferi en la sangre de un 
hombre de 35 años, con antecedentes clínicos de la enfermedad de Lyme, mediante la RCP. 
Aunado al estudio de Andrew et. al en 1993 quienes utilizaron la RCP para diagnosticar B. 
burgdorferi en sangre y cultivos. 
Sin embargo, se tiene la creencia que el diagnóstico de B. burgdorferi en sangre 
tiene algunas limitantes, a las que hace referencia Malloy et al. (1990) quienes escogieron un 
total de 15 muestras de sangre diagnosticadas previamente como positivas a la enfermedad 
de Lyme por medio de la técnica de inmunoíluorescencia indirecta (IFI). Estas fueron 
escogidas para un análisis de RCP en base a los síntomas clínicos y serológicos (títulos 1:64 
). Los resultados revelaron que 1 de 15 muestras de sangre demostró sensibilidad y 
especificidad a la prueba a lo que atribuyen que haya una baja prevalencia de la infección. 
Así mismo Benach et al. (1983) reali/aron un trabajo en Long Island y la provincia de 
Weschestcr, N.Y. donde aislaron la espiroqueta en 2 de 36 muestras de sangre en pacientes 
en quien presentaron signos y síntomas sugestivos de la enfermedad de Lyme. Se concluye 
que la baja frecuencia de los aislamientos es probablemente asumidos a la persistencia de la 
espiroqueta en sangre (cspiroquelemia) y la baja densidad en estas condiciones. A todo lo 
anterior le agregamos la evidente propagación del agente causal en el hospedero, además de 
ser una enfermedad de largo término, lo que abre la posibilidad de que quizá haya una 
espii'oqueiemia intermitente. Pachner et al (1993) refuerza esto mismo al mencionar que la 
prueba de RCP es menos sensitiva que los cultivos en la detección de B. burgdorferi en 
muestras de sangre, posiblemente por la presencia de inhibidores de la sangre. 
La secuencia de ADN blanco utilizado en la amplificación, fue el gen que codifica 
para la protcina extema A (Osp A), diseñado por Rosa et al. en 1989, al realizar el primer 
estudio en el cual utilizaron la RCP para la detección de B. burgdorferi, en cultivos de está 
bacteria. El gen Osp A también fue amplificado en el estudio realizado por Nielsen et. al 
(1990), donde utilizaron la amplificacón de ADN en un fragmento de 145 pares de bases del 
gen Osp A. Así mismo Wise et. al (1991) emplearon al gen Osp A de una región de 419 
pares de bases en cepas Americanas y Europeas. 
La reacción en cadena de la polimerasa también es utilizada en el diagnóstico de B. 
burgdorferi en las garrapatas vectoras. En el presente estudio se analizaron un total de 
1,572 garrapatas (1,567 R. sanguineus, 4 D. variabilis y 1 A. cajennense), con las cuales 
se organizaron grupos de 10 garrapatas e/u, dando resultados negativos en su totalidad, en 
contraste a lo realizado por Persing et. al en 1990 al emplear la RCP en la amplificación de 
el gen Osp A de la cepa B 31 para identificar B. burgdorferi en 15 de 15 colonias de ninfas 
de /. dammini, así mismo Feir et al en su estudio realizado en Missouri y St Louis donde 
diagnostican la presencia de B. burgdorferi en garrapatas A. americanum y D. variabilis, 
por medio de la IFI y verificados por la RCP, utilizando iniciadores específicos para B. 
burgdorferi. La secuencia de ADN amplificada fue de 371 pares de bases. Un año mas larde 
Pichón et al. realiza una investigación en París, donde utilizó 249 ninfas de I. ricinus para 
amplificar ADN de la bacteria B. burgdorferi por medio de la RCP, donde obtienen 30 
especímenes positivos. La especie D. variabilis , aunque fue negativa a la presencia de B. 
burgdorferi en este estudio, ya se ha reportado como vector de la enfermedad en otras 
latitudes, según el estudio realizado por Piesman-Sinsky (1988), en E.U.A. donde esta 
adquiere y transmite la infección aún bajo condiciones de laboratorio. En otro estudio 
Luckhan et al., (1991) en Alabama diagnostica la presencia de B. burgdorferi en garrapatas 
A. americanum, D. variabilis, I. scapularis y R. sanguineus por medio de IFI. También 
Mukolwe et al. en 1992 reportaron a D. variabilis como vector de B. burgdorferi. 
La enfermedad de Lyme representa un gran problema de salúd pública en los Estados 
Unidos de América y Europa debido a la alta prcvalcncia que muestra en los últimos años, 
esto aunado a la extensa variedad de vectores y hospederos con que cuenta. En México ha 
tomado importancia a partir del primer reporte de Salinas-Mcléndez en 1992, por lo cuál ya 
es considerada como un problema relacionado con la entomolgía médica, debido a esto el 
presente estudio debe dar paso a otros subsecuentemente para realizar programas de 
vigilancia epidemiológica en los perros urbanos ya que representan un factor de alto riesgo 
para la comunidad. 
CONCLUSIONES 
Los resultados obtenidos en este estudio referente a la enfermedad de Lyme en 
cánidos pertenecientes a el área metropolitana de Monterrey, Nuevo León nos llevan a las 
siguientes conclusiones: 
1.- La espiroqueta B. burgdorferi, agente causal de la enfermedad de Lyme, está 
presente en la población de cánidos del área metropolitana de Monterrey, Nuevo León. 
2.- La prueba de la RCP, es una técnica altamente confiable para el diagnóstico de B. 
burgdorferi en sangre, debido a la sensibilidad y especificidad que presenta hacía esta 
bacteria. 
3.- El gen de la superficie de la proteína extema A (Osp A), resulta ser un buen 
blanco para la amplificación del ADN de la espiroqueta B. burgdorferi. 
4.- No se encontró la espiroqueta B. burgdorferi en muestras de garrapatas, 
probablemente debido a una baja espiroquetemia. 
5.- En los cánidos del área metropolitana se detectaron tres especies de garrapatas: 
D. variabilis, A. cajennense y R. sanguineus. 
6. La especie de garrapata más comunmente encontrada en las localidades de 
estudio fue R. sanguineus, probablemente debido a su amplia distribución geográfica. 
7. De las garrapatas identificadas en la zona de estudio, solo D. variabilis ha sido 
reportada como vector de la enfermedad de Lyme en otros paises, pero en este estudio fue 
negativa según el análisis por RCP. 
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C. familians perro Carolina Norte Greene et al 1988 
E. equs caballo FL A Norte Magnarelli et al. 1988 
C. familians perro 1 exas Cohen et al 1990 
C familians perro RT <\ Monsen et al 1990 
C familians perro •• Cañada Arstob et al. 1991 
C felis galo Cañada Arslob et al 1991 
C familians pci ro C onnecticui Magnarelli et al 1992 
b) Vertebrados silvestres 
0. funiculus conejo f l A Burgdorfer et al. 1982 
T. striatus ardilla rasada •• Connecticut Anderson 11 al 1983 
P lotor mapache" C onnccticut \nderson ti al 1983 
0. virginianus venado C B ( onnccticut Magnarelli et al 1988 
P. lotor Mapache \ l ISA Man land Magnarelli et al 1988 
S. floridanus conejo C \ Millbrook. \ Magnarelli et al 1990 
0. virginianus venado C" B II 1 Mabama 1 uckhart it al 1991 
S. htspidus musaraña Mabania 1 uckKut et al 1991 
(), virginianus venado C li Marvland 'Vmerasinylie 1992 
0. virginianus Venado C B • Cañada Arstob 11 al. 1991 
P. leucopus ratón P B Viryinid 1 evine et al 1991 
P. lotor m a p a c h e ' Carolina Norte Levinc et al 1991 
c) \ ectores 
1. dammini garrapata YCB •• Connecticui Anderson et al 1983 
1. pacific u* garrapata California Norte Burgdorfer et al 1985 
D. variabilis garrapata PA comp vectoiial El A Piesman-Sinsky 1988 
A. americanum garrapata b S t i A Piesman-Sinsky 1988 
A. americanum garrapata ES Ihl I'exas Teltow i'l al. 1991 
A. maculaium garrapata •• Texas Teltow et al 1991 
I. scapularis garrapata •• Texas Teltow et al. 1991 
C felis pulga lexas Teltow et al. 1991 
1. dammini garrapata VCB cultivo BSK Cañada Arstob et al. 1991 
I. scapulans garrapata Cañada Arstob et al. 1991 
]. dammini garrapata V C B 1F1 W isconsin Sharon et al. 1992 
l. ricinus garrapata comp vectorial Alemania Kahl et al 1992 
H concina garrapata Alemania Kahl et al 1992 
D. reticulars garrapata Alemania Kahl et al 1992 
A. americanum garrapata LS prevalencia Texas Rawlings-l eltow 1994 
d) Humanos 
Humano LT-1 V\eskher. N Y Benaeh et al 1983 
1 lumano cultivo BSK Raulmgs et al 1987 
Tabla 2.- L ista de especies de vertebrados y artrópodos vectores, de las cuáles se ha aislado 
Borrelia burgdorferi, por medio de la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa. 
IL- USO DE LA RCP. 
N. Científico N. Coraúa Técnica Localidad Autor Año 
a) Cánidos y otros vertebrados domésticos 
C /(miliaris perro RCP, 
C familiaris perro " 
F.UA 
Monterrey 
b) Vertebrados silvestres 
N.fuscipes ratón de madera RCP, cult BSK California Sur 
P. leucopus ratón " L l A 
Malloy e> al. 1990 
Salinas-Melendez el al. 1995 
B o y e c e t a l . 1992 
Andrew et ai 1993 
c) Vectores. 
/. dammini garrapata VCB RCP. IFD 
d) Cepa de Ä burgdorferi. 
B. burgdorferi cepa 
ß. burgdorferi cepa 
B. burgdorferi cepa 
Ä burgdorferi cepa 
Ipswich 
e) Humanos 
RCP. hibridación FUA 
hl 1A 
RCP EU A, Europa 
I I A , Europa 
Humanos RCP. cult BSK Ft \ 
Humanos RCP, II-1 E l A 
Humanos RCP H A 
Humanos RCP, cult BSK l l A 
Humanos RCP f l \ 
Humanos RCP, hibridación El \ 
Humanos RCP EL'A 
Humanos " Monterrey 
Persing et a!. 
Rosa et al 
Nielsen et al. 
Rosa et al. 
Wise el a! 
1990 
1989 
1990 
1991 
1991 
Berger ei al 1985 
Debue et al. 1990 
k r u g e r t ' í a / 1991 
Melchers 1991 
l ebech t ' / al 1992 
Lebechf tal. 1992 
Rabb etat 1992 
Salinas-Melendez et al. 1995 
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